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细胞将产生一系列的应答反应，其中 p53 在 DNA 损伤反应过程中发挥着重要功
能。目前已知 p53 与肿瘤的发生和发展密切相关，几乎所有人类肿瘤细胞都存在
着 p53 功能的异常，而在大约 50%的肿瘤细胞中存在着 p53 基因的直接突变。细
胞在受到 DNA 损伤时，主要通过 ATM/ATR/CHK 信号通路识别损伤信号进而激
活 p53。当受到低水平损伤 p53 主要通过 p21 引起周期阻滞；若损伤严重无法修
复，p53 则通过激活 BAX、PUMA、NOXA 以及 FAS 等引起细胞凋亡。在 DNA
损伤发生时，当 p53 发生缺失或突变，将使本来应该发生周期阻滞或凋亡的细胞
异常地进行细胞分裂，导致细胞恶性增生，从而引起细胞的癌变。 
    Mcm7 是微小染色体维持蛋白(minichromosome maintenance proteins, Mcms)
家族成员，通常与家族其他成员形成聚合体，参与 DNA 复制起始和延伸。此外，






肿瘤细胞存在着 p53 的失活或功能异常，而 Mcm7 在肿瘤细胞中存在着过
表达，那么异常表达的 Mcm7 与 p53 又有着怎样的联系呢？在 DNA 损伤时 p53
受到诱导将引起相关的生理学效应，在此情况下异常表达的 Mcm7 与 p53 是否
能发生相互作用，Mcm7 与肿瘤的发生与发展密切相关是否由于调控 p53 的相关
功能？为探讨上述问题，我们进行了相关实验研究。我们在 293T 细胞进行过表
达的 Co-IP 实验，发现 Mcm7 可以与 p53 相互结合。GST pull down 体外结合实
验揭示 Mcm7 直接结合于 p53 羧基末端调控结构域（300-393aa）。在 p53 野生
型的骨肉瘤细胞 U2OS 中，利用内源 Co-IP 实验未能在正常生长条件下检测到两















性的 Mcm7 与 p53 显著性地相互结合。同时，发现在 DNA 损伤时过表达的 Mcm7
可以抑制 p53 的转录活性，利用 RT-PCR 技术发现 p53 两个重要的下游靶基因
p21 和 PUMA 的 mRNA 水平均发生下降。这说明 Mcm7 通过抑制 p53 的转录活
性，在 DNA 损伤时参与调控 p53 介导的相关功能。 
鉴于上述实验结果，我们初步认为肿瘤细胞内异常表达的 Mcm7 与细胞内
p53 的失活或功能异常相关联。Mcm7 在 DNA 损伤时调控 p53 介导的相关功能，



















  Genomes are continually attacked by both endogenous and exogenous agents that 
damage DNA. Maintenance of genomic integrity is essential for cell survival. The 
tumor suppressor p53 has pivotal roles in preventing genomic instability and 
tumorigenesis. p53 is mutated in nearly 50% of human cancer. In response to DNA 
damage p53 is activated by the checkpoint kinases ATM/ATR/CHK. Sublethal DNA 
damage engages survival pathways via the p53 target p21-mediated cell cycle arrest. 
Alternatively, if the damage is too severe to be repaired, pro-apoptotic p53 target 
genes are activated including BAX, PUMA, NOXA and FAS, which promote 
apoptosis. 
As a member of the minichromosome maintenance proteins family, Mcm7 
participates in controlling the initiation and elongation steps of DNA replication 
through interacting with other Mcms. It also plays important roles in DNA damage 
signal transduction, cell cycle checkpoints and cell cycle regulation by interacting 
with lots of important proteins, such as RACK1, Rb, Cyclin A, Rad17, etc. Growing 
evidences show that Mcm7 is abnormally expressed in a variety of tumors and 
promotes tumorigenesis. Mcm7 is observed to have transforming oncogenic activity. 
Mcm7 is involved in regulating the functions of oncogenes and tumor suppressors. 
Mcm7 is a potential therapeutic target. 
In this study, we investigated if the abnormal expressed Mcm7 in tumor cells 
interacts with p53 and affects the function of p53. We found that when overexpressed 
Mcm7 and p53 could interact with each other in 293T cells, and the interaction is 
mediated by the C-terminal 300-393 amino acid residues of p53. Interestingly, the 
interaction between endogenous Mcm7 and p53 in U2OS cells is DNA damage 
dependent. Furthermore, we found that Mcm7 could inhibit the transcriptional activity 
of p53 in response to DNA damage and the mRNA level of p21 and PUMA were 
decreased in the MCM7-overexpressed cells measured by RT-PCR. These results 















Collectively, our work suggestes that the abnormal expressed Mcm7 in tumor cells 
might inactivate the tumor suppressor p53. Mcm7 plays a role in tumorigenesis 
through regulating the tumor suppressive function of p53. 
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1. 前 言 
1.1  p53 及 DNA 损伤反应 
1.1.1  DNA 损伤反应简介 






   在过去 10 多年的针对 DNA 损伤反应的研究中，我们得知至少有 5 条各自独
立的 DNA 损伤反应信号通路。如图 1-1 所示[1]，包括有毛细血管扩张性失调激
酶 ATM(ataxia-telangiectasia-mutated kinase) 和毛细血管扩张性共济失调相关激
酶 ATR (ATM and Rad3-related kinase)介导的 p53 激活反应[2, 3]；DNA 损伤诱导
的 PARP1 激活途径；DNA-PK 诱导途径以及 ATR-ATRIP，Rad17，TopBP1 等
参与的 p53 非依赖的损伤检验点通路和 Cdt1 参与的 DNA 复制停滞信号通路。
本篇综述主要介绍的是由 ATM 和 ATR 介导的 p53 依赖的 DNA 损伤反应信号通
路。 
1.1.2  DNA 损伤引起的 p53 上游信号通路 
1.1.2.1  DNA 损伤反应的识别 
当处于静止期的细胞受到DNA损伤刺激时，细胞将产生一系列的应答反应。
其中损伤的识别主要是由两个最重要的蛋白激酶 ATM 和 ATR 协调产生[4]。ATM
和 ATR 属于三磷酸肌醇激酶家族(PlkKs)成员, 协调应答不同种类的 DNA 损
伤[5]。ATM 主要在 DNA 双链损伤以及“检验点”和 DNA 修复途径中发挥重要
作用，其他形式的 DNA 损伤如复制叉损伤、DNA 交联(DNA crosslinking)等，
则由 ATR 协调识别。如图 1-2 所示[6]，离子辐射等引起的 DNA 双链断裂 (double 
strand breaks, DSB) 被 MRN (MRE11-RAD50-NBS1) 复合物识别并引起 ATM 


































图 1.1 DNA 损伤反应信号通路 
Fig.1.1 DNA damage response signaling pathways 
注：本图引自 Harper, J.W. and S.J. Elledge. The DNA damage response: ten years after. Mol Cell, 2007. 28(5); 








图 1.2 DNA 损伤的识别 















注：本图引自 Meek, D.W. Tumour suppression by p53: a role for the DNA damage response? Nat Rev Cancer, 
2009. 9(10); 714-23. ( Figure 2. DNA damage response signalling pathways target p53 and its key regulators.) 
 
活化的 ATM 能直接磷酸化一系列底物，包括 p53，MDM2，MDM4 和
CHK2(checkpoint kinase 2)
[7, 8]，磷酸化后的 CHK2 可以进一步磷酸化 p53 和其他
底物，导致 p53 的激活。ATM 主要是识别 DNA 双链断裂引起识别反应，与 ATM
不同的是 ATR 可以识别普遍的 DNA 损伤，ATR 主要激活 CHK1(checkpoint 
kinase 1)引起识别反应，这个过程需要相关蛋白 ATR-IP (ATR- interacting protein 
complex)，Rad17 和 9-1-1(Rad9-Hus1-Rad1)复合体的参与。UV 等其他形式的 
DNA 损伤引起 DNA 发生单链断裂，形成部分单链 DNA(single-stranded DNA, 
ssDNA)区域。复制蛋白 A (replication protein A, RPA)覆盖在该单链区域，引起
ATR-ATRIP 复合体对 9-1-1 复合体的磷酸化，使得 ATR 被激活[9]。活化的 ATR
与 claspin 相互结合，直接磷酸化下游底物，包括 p53，MDM2 和 CHK1，磷酸
化后的 CHK1 又进一步磷酸化 p53。因此 ATM 和 ATR 是两个主要的 DNA 损伤
识别蛋白，而 CHK1 和 CHK2 是两个重要的 DNA 损伤“效应器”蛋白，最终使
得 p53 被激活。 
1.1.2.2  DNA 损伤激活 p53 
在 ATM 和 ATR 识别 DNA 损伤后，将引起 p53 发生一系列复杂的翻译后修
饰，包括有磷酸化、乙酰化、甲基化、泛素化和 SUMO 化，这些修饰引起 p53
的激活，此外 DNA 损伤还可以引起某些癌基因的活化，同样可以激活 p53。 
（1）在翻译后修饰中，p53 通常首先被磷酸化。在正常细胞中，MDM2 作为
p53 的 E3 连接酶，经过蛋白酶体降解途径使 p53 保持在一低水平；同时 p53 也
是一个转录因子，可以调控靶基因 MDM2 的转录，这样就形成一个 p53-MDM2
的反馈调节，从而保持细胞增殖的稳定[10]。当 DNA 损伤时，ATM 可以直接磷
酸化 MDM2 的 Ser386、Ser395、Ser425、Ser428 和 Thr419 位点，而 ATR 则磷
酸化 MDM2 的 Ser407 位点，共同导致了 MDM2 的降解，引起 p53 水平的上升[11]。
此外，Daxx (death domain associate protein)可以通过去泛素化酶 USP7 稳定
MDM2，同时还可以增强 MDM2 的 E3 连接酶活性；最近有研究发现，在 DNA















互作用从而促进 p53 的激活[12]。 
（2）氨基末端的磷酸化同样对 p53 的激活具有重要作用。例如 ATM 和 ATR
直接磷酸化 p53 的 Ser15 位点，被 ATM 激活的 CHK1 可以磷酸化 p53 的 Thr18
位点， CHK2 可以磷酸化 p53 的 Ser20 位点[13]。p53 的 Ser20 和 Thr18 磷酸化
可以显著降低 p53-MDM2 的相互作用，从而抑制 p53 被 MDM2 降解，而 Ser15、
Thr18 和 Ser20 的磷酸化可以封闭 p53 核输出信号区域，抑制 p53 的出核, 使得
p53 可以继续留在核内发挥其转录激活功能[14]。 
（3）乙酰化是另一条激活 p53 的重要途径。通过与泛素竞争相同 Lys 位点，
抑制 MDM2/MDM4 复合物在靶基因启动子上的形成以及为激活 p53 转录活性的
特异性启动子招募辅因子(cofactor)这三类作用激活 p53[15]。p53 多个 Lys 残基都
是潜在的乙酰化位点，其中羧基末端的 6 个 Lys 位点可被乙酰化[16]。其中
p300/CBP 和 PCAF 能乙酰化 p53 羧基末端的 Lys373、Lys382、Lys305 和 
Lys320
[17]。当 DNA 损伤时，PCAF 乙酰化 p53 的 Lys320 位点，该位点的乙酰
化促进 p53 介导的细胞周期阻滞靶基因 p21 的激活，从而帮助细胞存活[18]。这
个结果也在小鼠实验中得到证实，有研究发现在离子辐射引起 DNA 损伤后，小
鼠 p53 的一个 K317R(Lys to Arg，humanK320R)突变使促凋亡基因表达量上升，
p53 介导的促凋亡功能得到增强，该研究表明 Lys320 位点的乙酰化在 DNA 损伤
时可以负调控 p53 的促凋亡活性[19]。此外 p53 含有大量的 Lys 和 Arg 残基为其
提供了潜在的甲基化位点，p53 的甲基化与乙酰化存在着相互作用，例如抑制
K382 位点的甲基化可以阻止 p300/CBP 在此位点进行乙酰化[20]。 
   （4）绝大多数肿瘤的发生都是由 DNA 损伤不能被准确修复所引起，这类错
误修复可使癌基因发生激活、异常或过表达反应，进而促使细胞异常增殖。例如
强烈的离子辐射引起 DNA 损伤发生后，细胞内原癌基因可以得到持续过量地表
达，激活肿瘤抑制基因 ARF，ARF 抑制 p53 的 E3 连接酶 MDM2，从而引起
p53-MDM2 反馈回路发生改变，进而激活 p53；除诱导 ARF 外，Pauklin, S 等发
现癌基因的过表达还可以通过 ARF 非依赖途径诱导 p53，该途径需要 DNA 损伤
“识别器”ATM 和 ATR 的参与，同时涉及到 p53 的 Ser15 位点的磷酸化[21]。 















细胞在识别 DNA 损伤信号后，通过多种途径激活 p53，产生多种生理学效





滞或衰老、凋亡和 DNA 损伤修复。 
图 1.3 p53 的生理学效应 
Fig. 1.3 The physiological roles of p53 
注：本图引自 Awakening guardian angels: Drugging the p53 pathway. Nat Rev Cancer, 2009. 9(12); 862-73. 
( Figure 1. The p53 pathway.) 
1.1.3.1  p53 与周期阻滞和衰老 
在受到 DNA 损伤时，细胞首先发生周期阻滞，其中起重要作用的是细胞周
期检验点(cell cycle checkpoint)。DNA 损伤诱导的周期检验点是一系列信号传导
的级联反应，用于监测 DNA 损伤，是维持遗传信息稳定的重要机制，控制着细
胞增殖、周期阻滞和凋亡，与肿瘤的发生密切相关。我们已知在真核细胞周期中
有三个这样的“卫士”：G1/S 检验点，阻止受损 DNA 进行复制；S 期检验点，
对抗从 G1/S 检验点逃脱的损伤；G2/M 检验点，阻止受损 DNA 进入 M 期[23]。
















起 DNA 双链断裂，损伤信号由 ATM 传递，通过 CHK2 激活 p53 引起 p21 的转
录，p21 与 Cdk2-CyclinE 蛋白复合物结合使之失去活性，从而使细胞停滞在 G1
期。最早的研究报道是在小鼠胚胎成纤维细胞 MEFs 中引起 DNA 损伤，p21 是
Cdk 激酶的抑制因子，人为的破坏该基因，G1/S 检查点功能受损，MEFs 细胞寿
命得以延长[24]。可知在 G1/S 检查点，DNA 损伤激活的 p53 诱导的 p21 在 G1 期
阻滞中是至关重要的；ATM(ATR)/CHK2(CHK1)-p53/MDM2-p21 信号通路是
DNA 损伤引起 G1 阻滞的主要通路。肿瘤细胞由于 p53 表现异常，导致 G1/S 检
验点的缺陷，通常靠 S 和 G2/M 检验点来维持基因组的稳定。S 期检验点通常是
由复制压力(replication stress)所激活的，复制压力通常是由内、外部基因毒性如
UV、HU 等引起，用于阻止复制叉的形成，该检验点主要由 ATR-ATRIP 复合物
调控[25]。ATR 磷酸化并激活 CHK1，γ-H2AX 和传导蛋白 BLM；53BP1 在复制
停滞时可以有效的积累 BLM 和 p53，而不依赖于 γ-H2AX。p53 在复制停滞时可
以被ATR/CHK1介导的磷酸化直接激活或间接地被传导蛋白BLM运输到复制叉
停滞位点[26, 27]。因此在 S 期检验点过程中 ATR-CHK1-BLM-p53 途径能有效的积
累 p53。 
除 p21 外，p53 的另外 3 个下游靶基因 GADD45、14-3-3σ 和 Reprimo 参与
了 G2/M 期检验点的调控。细胞由 G2 期进入 M 期是由成熟促进因子 MPF 推动
的。MPF 是由 cyclin B1 和 Cdc2 组成的蛋白复合物，在该复合物的推动下，细
胞由 G2 期顺利进入 M 期。在 DNA 损伤时，p53 通过激活 GADD45 抑制 MPF
复合物的形成从而引起 G2/M 阻滞；此外， p53 转录激活的 14-3-3σ 可以与促进
有丝分裂磷酸酶 Cdc25c 结合，抑制 Cdc25c 活性使其不能正常入核激活 MPF，
同样可以引起 G2/M 阻滞[28]。 




依赖机制来限制细胞的生长，这就是细胞衰老。在 DNA 损伤时，p53 可以激活
相关基因的转录使细胞走向衰老，如 p21、PAI-1 等[29]。有研究发现 p53 突变小
















延缓小鼠肿瘤的发生。通过该小鼠模型表明，在受到损伤时 p53 通过 p21 介导的
不可逆的周期阻滞诱导的细胞衰老是另一种同等有效的防止细胞癌变的重要途
径[30]。 
1.1.3.2  p53 与细胞凋亡 
尽管首先发现的是 p53 的周期阻滞功能，但目前更多的研究是关于它在凋亡
中的作用。当细胞受到低水平损伤时，细胞周期阻滞进行损伤修复；当损伤严重
时，细胞将启动 p53 依赖的凋亡反应。 
（1）p53 转录依赖性促凋亡反应 
p53 介导的凋亡涉及 p53 转录依赖和非依赖的协调作用。在凋亡信号刺激下， 
p53 可以通过转录激活一系列凋亡相关基因或死亡受体基因引起凋亡反应，包括
有 BAX、PUMA、NOXA/APR/PMAIP1、PERP、p53AIP1 和 FAS/CD95、
KILLER/DR5 等[31, 32]。 
BAX、PUMA 和 NOXA 是 Bcl-2 蛋白家族中一类促凋亡 BH3-only 亚家族的
主要成员。BAX 是第一个被鉴定为受 p53 调控的 Bcl-2 蛋白家族成员，在凋亡信
号作用下它能够被 p53 转录激活并作用于线粒体外膜引起细胞色素 c 的释放，引
起凋亡级联反应。在 DNA 损伤时 p53 还可以转录激活 PUMA，然后定位到线粒
体中，与 Bcl-2 蛋白家族中的抗凋亡蛋白 Bcl-XL 结合，置换出胞质中被 Bcl-XL
隔离的 p53 进而激活 BAX[33]。NOXA 可以与抗凋亡蛋白 Mcl-1 结合促使其被泛
素化降解，同样可以引起凋亡的发生[34]。PERP 是另一种在细胞凋亡而非周期阻
滞中由 p53 转录激活的靶基因，与 PUMA、BAX 和 NOXA 等不同，PREP 蛋白
定位于质膜中而非线粒体中[35]。p53AIP1 是另一种 p53 调控的凋亡靶基因，在




对于死亡受体相关的外源性凋亡途径，p53 可以诱导死亡受体基因 FAS 和 
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